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1 UVOD  
 
Splošna definicija probiotikov pravi, da so to živi mikroorganizmi, ki koristijo človekovemu 
zdravju, če jih vnesemo v telo v zadostni količini. Minimalna vnešena količina naj bi bila 109 
CFU na dan. Med te tradicionalne probiotike, ki so zaenkrat najbolj poznani, uvrščamo 
predstavnike mlečnokislinskih bakterij in mikroorganizme iz rodu Bifidobacterium (Hill in 
sod., 2014). Na trgu pa so trenutno prisotni še probiotiki Saccharomyces, Bacillus spp., 
Escherichia coli in Weisella spp. Vsi morajo imeti GRAS oz. QPS status varnosti. Pogosto se 
uporabljajo v živilski industriji in industriji prehranskih dopolnil. Viri teh mikroorganizmov 
pa so običajno črevesje ali pa tradicionalna fermentirana hrana, to so predvsem jogurti, 
vložene kumarice in kefir (Update ..., 2017).  
 
Glavni koristi probiotikov sta predvsem pozitivni vpliv na prebavo in krepitev imunskega 
sistema. Druge koristi vključujejo vpliv na zdravje reproduktivnega trakta, ustne votline, 
pljuč, kože in na os črevesje-možgani. Vendar pa so ti vplivi bolj specifični in vezani le na 
določene seve vrste in jih zato ne prištevamo med splošne koristi probiotikov. Posledično pa 
so specifični tudi mehanizmi delovanja (Hill in sod., 2014). Manj specifični pozitivni učinki 
probiotikov izhajajo iz sposobnosti probiotikov, da razgrajujejo kompleksne ogljikove hidrate 
in pri tem izločajo kratkoverižne maščobne kisline (SCFA, angl. short chain fatty acids), med 
katerimi je pomembnejši butirat. Ta znižuje pH in tako onemogoča rast drugih patogenih 
bakterij, onemogoči translokacijo bakterij in stimulira sintezo proteina mucina, ki vzdržuje 
homeostazo črevesja (Burger-Van Paassen in sod., 2009). Probiotiki torej pomagajo pri 
ravnovesju med dobrimi in patogenimi bakterijami in preko različnih mehanizmov pomagajo 
pri infekcijski diareji, diareji povzročeni z antibiotiki, diabetesu, vnetju tankega črevesja in 
drugih boleznih. 
 
Z vedno boljšim poznavanjem človekove mikrobiote pa na dan prihajajo tudi nove 
informacije o mikroorganizmih, ki jo sestavljajo. Pri tem je v veliko pomoč sekvenciranje 
genomov in izboljšane metode kultiviranja. Nekateri od številnih mikroorganizmov izražajo 
tudi lastnosti, ki bi lahko imele pozitiven učinek na človekovo zdravje. Take mikroorganizme, 
v primeru da pripadajo vrstam, ki še nimajo statusa GRAS (angl. Generally Recognized As 
Safe) ali QPS (angl. Qualified Presumption of Safety), imenujemo probiotiki nove generacije 
ali pa živi bioterapevtski produkti (US Food and Drug Administration, 2018; Introduction ..., 
2007) . Definicija probiotikov nove generacije je podobna, kot prej omenjena definicija 
tradicionalnih probiotikov, saj je poglavitna razlika le ta, da pripadajo vrstam, ki v preteklosti 
niso bile v uporabi kot probiotiki. Predvsem v ZDA je zanje bolj razširjen pojem živi 
bioterapevtski produkt, ki ga opisujejo kot produkt, ki vsebuje žive organizme, ki človeku 
koristijo, pomagajo, zdravijo njegovo bolezen oziroma stanje in ni cepivo (O'¨Toole in sod., 
2017). Vrste bakterij s trenutno največjim probiotičnim potencialom so Akkermansia 
muciniphila, Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium hallii in vrste prej omenjenih rodov 
tradicionalnih probiotikov, ki so bile spremenjene z genskim inženiringom. Potrebnih pa je še 
veliko raziskav in testiranj, da bi z zagotovostjo lahko trdili, da so za človeka varne. Največji 
izziv predstavlja njihova stroga anaerobnost, ki otežuje njihovo stabilnost med proizvodnjo in 
med potovanjem do črevesja (El Hage in sod., 2017). Ker so to človeku lastni 
mikroorganizmi, je možnost, da so v črevesju metabolno aktivni, večja kot pri sevih, ki 
izhajajo predvsem iz fermentirane hrane (NIZO, 2018). 
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V nadaljevanju bom podrobneje opisala probiotične učinke vrst bakterij, ki bi lahko bile 
probiotiki nove generacije. Opisala bom njihove mehanizme delovanja, težave pri kultivaciji 
in biotehnološke rešitve. 
 
 
2 PREDSTAVNICE PROBIOTIKOV NOVE GENERACIJE 
 
2.1 VRSTA Faecalibacterium prausnitzii 
 
Faecalibacterium prusnitzii (F. prausnitzii) je anaerobna bakterijska vrsta in ena izmed 
najpomembnejših v našem črevesju. Gre za po Gram-u pozitivno vrsto, ki ne sporulira in po 
nekaterih ocenah predstavlja kar 5% celotne črevesne mikrobiote (Louis in Flint, 2009). 
Znižano število teh bakterij v črevesju povezujejo z disbiozo in pojavom nekaterih črevesnih 
bolezni. Zaradi tega predstavlja potencial za zdravljenje črevesnih bolezni, vendar pa njena 
stroga anaerobnost predstavlja težavo pri formulaciji terapevtskih pripravkov (Ferreira-Halder 
in sod., 2017).  
 
2.1.1 Butirat producirajoče bakterije  
 
Pri bolnikih s Crohnovo boleznijo so opazili, da ima njihova črevesna mikrobiota drugačno 
sestavo, v primerjavi z zdravimi posamezniki. Crohnova bolezen je bolezen, pri kateri 
imunski sistem sam napada gastrointestinalni trakt in s tem povzroča vnetje. Kaže, da k temu 
prispevajo bakterije, prisotne v črevesju (Baraga, 2018). Pri bolnikih se je izkazalo, da je 
delež vrste Faecalibacterium prausnitzii precej zmanjšan. Po odstranitvi zadnjega dela 
tankega črevesja in danke, je prišlo do povečanja deleža te bakterijske vrste in posledično do 
okrevanja. Iz zdravih posameznikov so izolirali krvne mononuklearne celice in jih izpostavili 
Faecalibacterium prausnitzii (Sokol in sod., 2008). Te bakterije naj bi stimulirale sproščanje 
protivnetnega citokina Il-10, ki zavira prekomerno vnetje (IMI, 2018). Razumevanje 
mehanizma, zaradi katerega pride do protivnetnega učinka teh bakterij, je ključno. Z analizo 
supernatanta so prišli do ugotovitve, da je ključna snov, ki daje ta efekt, butirat. In prav vrsta 
Faecalibacterium prausnitzii je ena izmed največjih proizvajalk butirata v našem črevesju 
(Zhou in sod., 2018).  
 
Butirat je produkt razgradnje vlaknin s strani mikroorganizmov v črevesju. V splošnem zavira 
vnetja in s tem zmanjša možnost za pojav črevesnih bolezni. Pri bolnikih z vnetjem črevesja, 
je zaznana višja količina celic T, STAT1 (signalni transduktor in aktivator transkripcije 1) in  
vnetnega citokina IFN-ℽ, ki je del prirojenega imunskega odziva. Ta deluje na STAT1, ki 
sproži ekspresijo vnetnih mediatorjev, eden izmed teh je iNOS (inducibilna sintaza 
dušikovega oksida). Ker je tako vnetje kronično, je potreben stalni stimulus. Za neprekinjeno 
sproščanje citokinov poskrbi histon deacetilaza 1 (HDAC1). Veže se na promotor signalnega 
receptorja za apoptozo Fas in sproži deacetilacijo. Zaradi deacetilacije ne pride do 
transkripcije, celice T delujejo naprej in vnetje se nadaljuje. Butirat pa inhibira aktivnost 
HDAC1, transkripcija Fas lahko poteče in celice T preidejo v apoptozo, tako se izniči vir 
vnetja. Butirat pa inhibira tudi IFN-ℽ in posledično se pot preko STAT1 prekine, zato sinteza 
vnetnih mediatorjev ni več mogoča. Na ta način se vnetje črevesja zmanjša. To imenujemo 
dvojna funkcija butirata in je shematično prikazana na sliki 1.  
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Fas je signalni receptor na površju celice in služi kot varovalka pred nenehnimi vnetji in 
avtoimunskim odzivanjem, saj so v črevesju stalno prisotni patogeni. Pri črevesnih obolenjih 
pa je sama ekspresija Fas zmanjšana (Zimmerman in sod., 2012). To je lahko tudi posledica 
zmanjšanega števila dobrih bakterij v črevesju, predvsem Faecalibacterium prausniztii. Ker 
se tako zniža tudi količina butirata, je večina HDAC1 še vedno aktivne in lahko inhibira 




















Slika 1: Dvojna funkcija butirata (Zimmerman in sod., 2012: 9) 
 
2.1.2 MAM producirajoče bakterije 
 
Poleg butirata pa bakterijska vrsta Faecalibacterium prausnitzii izloča še protivnetne proteine 
MAM (angl. microbial anti-inflammatory molecule), ki naj bi prav tako blažili vnetja v 
črevesju. 15 kDa velik protein, deluje protivnetno z zaviranjem poti NF-κB. Ta pot je zelo 
pomembna pri imunskem odzivu in zato je pomembno, da je ustrezno regulirana. Pri vnetnih 
boleznih pa se zgodi, da ta pot ni več pravilno regulirana in pride do kroničnega vnetja (Feng-
Sheng Shih in sod., 2010). Citokini delujejo na celico, dimerne molekule NF-κB se ativirajo, 
preidejo v jedro in prične se transkripcija citokinov, kemokinov, raznih encimov in ostalih 
vnetnih proteinov. 
 
Identifikacija proteina MAM je dokaj težavna, saj je težavna tudi kultivacija bakterije. 
Quevrain in sod. (2016) so naredili poskus, s katerim so dokazali aktivnost proteina MAM in 
vivo ter in vitro. Po tedenski kultivaciji bakterij pod anaerobnimi pogoji, so izvedli analizo 
supernatanta, najprej s HPLC, potem pa še z masno spektrometrijo in de novo 
sekvenciranjem. Z in silico metodo je bilo ugotovljeno, da gre za protein ZP 05614546.1. 
Obstaja velika podobnost med omenjenim proteinom in domeno GGDEF, ki je dokaj pogosta 
pri ostalih bakterijah. Domena GGDEF se nahaja v encimih in ima regulatorno vlogo, 
sodeluje pri različnih celičnih signalnih poteh. Vpliv proteina MAM so preiskovali v miših z 
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Lactoccocus lactis, s katerimi so hranili miši. Z uporabo protiteles je bilo ugotovljeno, da je 
bila količina citokinov Il-17A in INF-ℽ, ki stimulirata pot NF-κB, zmanjšana. Zmanjšano je 
bilo tudi vnetje črevesja. Za preverjanje delovanja in vitro pa so uporabili celice HeLa, ki so 
jih transfecirali z MAM cDNA, ki je bila označena, da so lažje zaznali prisotnost MAM v 
celici, v okolici jedra, z metodo Western blot. Drugi celični model pa je bila celična linija 
CaCo-2, ki so jo inkubirali brez ali s supernatantom Faecalibacterium prausnitzii, samo na 
mediju DMEM ali Lybhi, z aktivatorjem NK- κB poti ali brez. Za aktivacijo NF-κB poti so 
uporabili Il-1β in po šestih urah merili produkt te poti, Il-8. Količina tega interlevkina je bila 
najnižja pri kulturi z dodanim supernatantom in Il-1β, kar pomeni, da je MAM v supernatantu 
res zaviral NF-κB pot. Rezultati so prikazani na sliki 2.  
 
Odkritje proteina MAM je pomembno za nadaljni razvoj zdravil, ki bi zdravila črevesne 





                                                                                                                  Il-1β  dodan      
 
                                                                                                                  Il-1β ni dodan 
 











Slika 2: Prikaz rezultatov delovanja supernatanta F. prausnitzii na celice CaCo-2 (Quevrain in sod., 2016: 16) 
 
2.2 VRSTA Akkermansia muciniphila 
 
Akkermansia muciniphila (A. muciniphila) prav tako sestavlja kar velik del naše črevesne 
mikrobiote. Gre za po Gram-u negativno bakterijsko vrsto, ki je striktno anaerobna. 
Zmanjšano število teh bakterij v črevesju, je povezano z nastankom sladkorne bolezni, 
debelosti in vnetja. Njene pozitivne vplive na naše zdravje povezujejo predvsem s 
transmembranskim proteinom Amuc_1100 (Plovier in sod., 2017). Znana je predvsem po 
tem, da fiksira mucin kot edini vir ogljika in dušika. Mucin je glikoprotein, ki sestavlja mukus 
in ščiti epitelne celice gastrointestinalnega trakta pred mikrobioto ter tako prepreči imunski 
odziv (Kufe, 2010). 
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2.2.1 Vpliv na debelost in diabetes  
 
Plovier in sod. (2017) so raziskovali, kako dodajanje A. muciniphila mišim, izpostavljenim 
prehrani s povečano količino maščob (angl. high-fat diet, HFD), vpliva na njihovo zdravje. 
Kulturo omenjenih bakterij so gojili na mucinu in na sintetičnem gojišču brez mucina, da so 
preverili, če se njihova učinkovitost kaj spremeni. Mucin je namreč za človeka lahko 
imunogen. Mišim so kulturo odmerjali 4 tedne vsak dan. Izkazalo se je, da so se miši za 40-
50% manj zredile, znižal se je nivo glukoze v krvi in izboljšala se je odzivnost celic na 
inzulin. Med kulturama gojenima na različnih medijih ni bilo signifikantne razlike. 
Nepričakovano pa so prišli tudi do ugotovitve, da termično obdelane bakterije (30 min pri 
70°C) kažejo še večjo aktivnost. Tako se miši z dieto HFD, ki so dobivale termično obdelane 
akermansije, niso zredile, njihova teža je bila primerljiva s kontrolno skupino, normalno 
hranjenimi mišmi. To se je odrazilo na izmerjenem premeru adipocit, ki je bil primerljiv s 
premerom adipocit normalno hranjenih miši. Velikost adipocit je prikazana na sliki 3. 
Izboljšala pa se je tudi odzivnost na inzulin in znižal nivo sladkorja v krvi. Prišlo pa je še do 
dodatnega vpliva, ki ga prej niso opazili. Povečala se je gostota epitelnih celic v črevesju in 
posledično je bila plast mukusa debelejša, kar je pomenilo dodatno zaščito. Z analizo 
iztrebkov so ugotovili, da miši hranjene s termično obdelano kulturo, izločajo blato z večjo 
kalorično vrednostjo, kot pa miši hranjene z netretirano kulturo. To pomeni, da je bila 
absorpcija energije pri miših hranjenih s tretirano kulturo manjša in posledično je bilo 
povišanje teže veliko nižje. Razlog za večjo učinkovitost bakterije je verjetno v tem, da 



















Slika 3: Prikaz adipocit, pri normalno hranjenih miših (ND), miših HFD, miših HFD z dodano A. muciniphila in 
termično tretirano kulturo (Plovier in sod., 2017:3) 
 
Z nadaljno uporabo proteomike so ugotovili, da je eden izmed najbolj zastopanih proteinov 
pri bakteriji A. muciniphila transmembranski protein Amuc_1100. Spada v gručo genov za 
sintezo pilov. Sklepali so, da je omenjeni protein verjetno pomemben pri komunikaciji z 
gostiteljem. S pomočjo genskega inženiringa so izolirali protein, ga izpostavili 70°C in 
Netretirana kultura Tretirana  kultura 
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testirali njegovo delovanje (Plovier in sod., 2017). Rezultati so bili primerljivi z rezultati, 
pridobljenimi s termično tretiranimi bakterijami. Vrednosti so predstavljane na sliki 4.  
 
 
                                                                                       Normalno hranjene miši 
                                                                                        
                                                                                       Skupina HFD 
                                                                                           
                                                                                       Skupina HFD + A. muciniphila 
 
                                                                                       Skupina HFD + termično tretirana A.           
                                                                                       muciniphila 
  
                                                                                       Amuc_1100 
 
 
Slika 4: Pridobitev teže pri različnem hranjenju miši (Plovier in sod., 2017: 5) 
 
Ni pa še povsem jasen mehanizem delovanja teh bakterij. Druga skupina znanstvenikov je 
ugotovila, naj bi veliko vlogo imeli ekstracelularni vezikli, ki jih te bakterije sproščajo. 
Vezikli so sestavljeni iz lipidnega dvosloja in proteinov, torej tudi proteina Amuc_1100. 
Delovali naj bi na črevesno permeabilnost oz. črevesno bariero, ki je povezana z debelostjo. 
Črevesna permeabilnost je lahko povečana zaradi spremenjene sestave mikrobiote. Zaenkrat 
še ni znano, ali je spremenjena mikrobiota vzrok ali posledica debelosti. So pa ugotovili, da je 
pri debelih miših nivo lipopolisaharidov v krvi veliko višji, kot pri normalno hranjenih miših. 
Lipopolisaharidi vstopijo v krvni obtok skozi okrnjeno črevesno bariero in povzročajo 
endotoksemijo pri debelih (Plovier in sod., 2017). Z analizo blata normalno težkih in debelih 
posameznikov so ugotovili, da imajo le normalno težki v blatu prisotne ekstracelularne 
vezikle A. muciniphila. Njihov vpliv so proučevali na miših z dieto HFD, ki so jim dva tedna 
oralno dajali izolirane vezikle A. muciniphila. Njihova teža se je po tem obdobju znižala. Da 
bi ugotovili, ali imajo miši z dieto HFD zvišano permeabilnost črevesja, so jim poleg veziklov 
dodajali še fluorescentno označen dekstran in s spektrofluorometrijo spremljali prisotnost 
dekstrana v serumu. Za kontrolo pa so uporabili podobno tretirane živali, ki so jim dodajali le 
označen dekstran, brez veziklov. Izkazalo se je, da je bila koncentracija označenega dekstrana 
v krvi miši v kontrolni skupini višja, kar pomeni, da hranjenje s hrano, bogato z maščobami, 
povzroča večjo permeabilnost črevesja, vezikli pa zmanjšujejo črevesno permeabilnost. 
Črevesna permeabilnost je odvisna od tesnih medceličnih stikov med enterocitami. Če je 
stikov premalo, je črevesna permeabilnost večja. Tesni medcelični stiki so odvisni od 
proteinov okludina, klavdina in klavdina-5. Hranjenje z vezikli je povečalo ekspresijo teh treh 
proteinov, zato je bila črevesna bariera močnejša (Chelakkot in sod., 2018). 
 
2.3 VRSTA Eubacterium hallii 
 
Eubacterium hallii (E. hallii) je anaerobna, po Gram-u pozitivna bakterijska vrsta, ki prav 
tako producira butirat z metabolizmom laktata. Zaenkrat še raziskujejo njeno vlogo v 
črevesju, so pa nedavno odkrili, da igra pomembno vlogo pri spremembi karcinogenega PhIP 
v PhIP-M1. PhIP spada v skupino heterocikličnih aromatskih aminov (HCA) in nastaja pri 
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visoko temperaturni obdelavi mesa. Glavna pot, ki je odgovorna za sposobnost konverzije v 
PhIP-M1, je metabolizem glicerola, pri katerem nastane akrolein (Strickland in sod., 2002). 
 
2.3.1 Pretvorba PhIP 
 
PhIP nastane predvsem v rdečem mesu pri visoki temperaturi toplotne obdelave. V 
Streckerjevi degradaciji se amino kislina fenilalanin zaradi visoke temperature pretvori v 
aldehid s stransko verigo, fenilacetaldehid. Ta reagira s kreatininom in v nadaljnih rekcijah 
kondenzacije nastane heterociklični amin PhIP (Zamora in sod., 2013). V splošnem gre za 
reakcijo pirolize amino kisline. PhIP se absorbira v tankem črevesju in prenese do jeter, kjer 
citokromi povzročijo njihovo oksidacijo in nastanejo reaktivne spojine, ki se lahko vežejo na 
DNA in povzročijo točkovne mutacije (Kim in Guengerich, 2005).  
 
Za transformacijo PhIP v manj toksičen PhIP-M1 je pomemben akrolein. Akrolein pa izhaja 
iz metabolizma glicerola. Celice iz okolja sprejmejo glicerol, reducira ga encim glicerol/diol 
dehidrataza in nastane 3-hidroksipropionaldehid (3-HPA). Omenjeni encim za delovanje 
potrebuje kofaktor B12. V fizioloških pogojih, pri pH 7 in 37°C, 3-HPA spontano dehidrira v 
akrolein. Ta reakcija se imenuje sistem reuterin, imenovan po bakterijski vrsti Lactobacillus 
reuteri, pri kateri je ta sistem najbolje proučen, prikazan pa je na sliki 5. Bakterijske vrste L. 
reuteri 3-HPA pretvori naprej do 1,3-propandiola. Vrsta Eubacterium hallii nima te 
sposobnosti, zato je zmožna akumulirati akrolein, posledično pretvori več PhIP. Celice 
akrolein izločajo, zato je prisoten tudi v fermentacijski brozgi. Akrolein pa ne deluje le na 
PhIP, ampak deluje tudi protimikrobno. Ker gre za reaktivno molekulo, je lahko tudi toksičen. 
V nekaterih primerih tvori ciklične DNA adukte z vezavo na deoksigvanozin in povzroči 
mutacijo. Veže pa se lahko tudi na amino kisline in tako prepreči pravilno delovanje proteina. 


















Slika 5: Prikaz produkcije in delovanja akroleina na PhIP (HCA), DNA in proteine (Zhang in sod., 2018: 5) 
 
Prisotnost glicerola pri pretvorbi  PhIP v PhIP-M1 je obvezna, saj drugače ne pride do te 
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enaindvajsetimi bakterijami, ki so prav tako prisotne v črevesju, izkazala za najbolj 
produktivno pri pretvorbi PhIP (Fekry in sod., 2016).  
 
2.3.2 Metabolizem laktata 
 
Mlečno kislinske bakterije so tiste, ki sintetizirajo mlečno kislino v črevesju. Iz analize blata 
zdravih posameznikov in posameznikov s črevesnimi vnetji so ugotovili, da je količina 
mlečne kisline pri zdravih ljudeh veliko nižja. Akumulacija laktata lahko vodi do hujših 
posledic, kot so na primer nevrotoksičnost, srčna aritmija in acidoza. Z izolacijo bakterij iz 
blata so ugotovili, da je vrsta Eubacterium hallii tista, ki v največjem obsegu metabolizira 
laktat in producira butirat. Izmed 57 izoliranih sevov, jih je le 17 produciralo butirat, 5 izmed 
teh pa je za produkcijo butirata uporabilo laktat. Med temi, ki niso metabolizirale laktata, pa 
je bila tudi prej omenjena vrsta Faecalibacterium prausnitzii (Duncan in sod., 2004).  
 
 
3 BIOTEHNOLOŠKA IZBOLJŠAVA TRADICIONALNIH PROBIOTIKOV 
 
Težava že obstoječih probiotikov je predvsem ohranitev živosti med proizvodnjo in po 
zaužitju. Zaužite bakterije med potovanjem po gastrointestinalnem traktu izgubijo svojo 
aktivnost in tako niso zmožne pozitivno vplivati na naše zdravje. Biotehnologi zato 
uporabljajo različne metode, da bi obstoječe probiotike izboljšali, jih naredili odpornejše ali 
jim dali nove lastnosti. Največ zaenkrat obeta metoda CRISPR-Cas. Ta je sestavljen iz 
proteina Cas9 in RNA molekule, ki je komplementarna tarčni DNA. Ko ta kompleks najde 
svojo tarčo, Cas9 protein naredi dvojni zlom DNA. Popravljalni mehanizmi generirajo 
napake, ki privedejo do mutacij, ali pa na mesto zloma vstavimo željeno sekvenco. Pri 
evkariontih je najpogostejši popravljalni mehanizem, ki privede do mutacij, sistem NHEJ 
(non-homologous end joining). Pri prokariontih ni teh popravljalnih mehanizmov, do 
spreminjanja DNA pride z rekombinacijo. Največkrat se ta tehnika uporablja pri 
evkariontskih celic in ne prokariontskih. Razlog za to je ta, da so te bakterije slabo 
kultivabilne, uspešnost transformacije pa je dokaj nizka (Barrangou in Pijkeren, 2016). 
 
3.1 ssDNA RECOMBINEERING 
 
Trenutno so tarče te tehnike že obstoječi probiotiki, predvsem mlečno-kislinske bakterije. 
Zahteva ekspresijo proteina RecT, ki se v naravi izraža inducibilno s pojavom faga v celici, 
potrebni pa so še oligonukleotidi, ki so komplementarni zastajajoči verigi DNA pri replikaciji. 
Kljub komplementarnosti pa vsebujejo še spremembo, ki jo želimo uvesti v genom. Proteini 
RecT zaščitijo oligonukleotide pred nukleazami, ti pa delujejo kot oligonukleotidni začetniki 
za nastanek nove hčerinske DNA. Sama vključitev oligonukleotidov pa je močno odvisna od 
same bakterijske celice, proteina RecT in popravljalnih mehanizmov v celici. ssDNA 
recombineering združen s CRISPR-Cas sistemom pa omogoča učinkovito selekcijo med 
transformiranimi in netransformiranimi celicami.  
 
Jee-Hwan Oh in sod. (2014) so izvedli poskus z vrsto Lactobacillus reuteri ATCC PTA 6475. 
Potrebna sta dva plazmida, kot je prikazano na sliki 6. Na plazmidu pVPL3004 sta gena za 
crRNA in Cas9 in se izražata konstitutivno. crRNA vsebuje zapis, ki je komplementaren 
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tarčnemu delu DNA, ki ga želimo spremeniti in vodi Cas9 do omenjene regije, kjer naredi 
dvojni zlom. Plazmid so vnesli s transformacijo in crRNA je vsebovala komplementarno 
sekvenco za LacZ gen. Sam bakterijski sev pa že vsebuje plazmid pVPL3017, kjer je vključen 
gen za protein RecT, ki se veže na »recombineering« oligonukleotide in jih zaščiti. Sledi 
transformacija »recombineering« oligonukleotidov. Če pride do uspešne transformacije 
oligonukleotidov, ti spremenijo gen LacZ in crRNA s transfomiranega plazmida pVPL3004 
ne more več prepoznati tarče. Divji tip seva tako postane mutant. V primeru neuspešne 
transformacije oligonukleotidov, pa LacZ gen ostane nespremenjen, Cas9 pripelje crRNA do 
tarče in naredi dvojni zlom. Mutanta torej na gojišču z laktozo prepoznamo, saj jo je sposoben 
metabolizirati. Na sliki 6 so oligonukleotidi prikazani kot valovite črte, s petimi bazami 
TATTA. To je želena sprememba, ki so jo želeli vnesti. Zeleno so označeni proteini RecT, ki 
zaščitijo oligonukleotide in povzročijo sprmembo na tarčni sekvenci LacZ gena, GCCCC. 
Oligonukleotid se veže na zastajajajočo verigo prepisovanja, nastane nova DNA, tako pride 
do mutanta na desni strani slike. S transformacijo plazmida, ki nosi crRNA za tarčni gen 
LacZ, pri mutantu ne pride do dvojnega zloma, saj Cas9 ne prepozna tarčne sekvence. Ta 
tarčna sekvenca se imenuje PAM in je pri divjem tipu sestavljena iz treh gvaninov, pri 
mutantu pa iz prej omenjene vnešene sekvence recombineering oligonukleotidov. Na levi 
strani ni prišlo do spremembe tarčnega gena, zato crRNA pripelje Cas9 do LacZ gena in 
povzroči zlom. Velik del te populacije se pri podvajanju izloči, saj ni sposobna preživeti v 























Slika 6: Shematično prikazan postopek spremembe tarčnega gena z »recombineering« oligonukleotidi (Oh in 
Pijkeren, 2014: 11) 
 
Transformacija »recombineering« oligonukleotidov 
Transformacija pCRISPRLacZ 
Divji sev Mutiran sev 
Ni viabilnosti Viabilnost 
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S to metodo bi torej lahko izboljšali probiotične lastnosti, kot so kolonizacija gostitelja, 
odpornost na žolč in kislino, preživetje skozi gastrointestinalni trakt ter metabolizem 
neprebavljivih sladkorjev (Hidalgo-Cantabrana in sod., 2017). 
 
 
4 FORMULACIJA  
 
Številne vrste bakterij, ki jih osamimo iz črevesja, so striktno anaerobne, zato je formulacija 
probiotičnih izdelkov s temi bakterijami zahtevnejša. Vrsta F. prausnitzii naj bi po dveh 
minutah izpostavljenosti na zraku izgubila svojo živost in tako tudi zmožnost delovanja 
(Duncan in sod., 2002). Druga težava, povezana z občutljivostjo na kisik, pa je ta, da mora 
ostati bakterija živa skozi celotno pot skozi gastrointestinalni trakt. Zaradi tega, si 
znanstveniki prizadevajo najti optimalno rešitev formulacije in shranjevanja, da bi končno 




Kulturo anaerobnih bakterij je potrebno namnožiti v anaerobnem okolju. Optimalno število 
bakterij je 109-1010 CFU/ml. Sledi ustavitev v stacionarni fazi in centrifugiranje. Pred 
zamrznitvijo kulture na -80°C, je potrebno dodati saharozo ali drugo zaščitno sredstvo in čez 
noč sušiti z zamrzovanjem oz. liofilizirati. Gre za proces, pri katerem zamrznjene celice 
podvržemo nizkemu tlaku in mali količini toplotne energije, ki povzroči, da voda sublimira 
(Khan Academy, 2018). Produkt liofilizacije je v obliki prahu. Za tabletiranje so potrebne tudi 
pomožne snovi, ki ne smejo biti inertne, ne smejo poslabšati delovanja same bakterijske 
kulture in morajo biti stabilne predvsem pri različnih temperaturah in vlagi. Običajno se 
uporabljata mikrokristalna celuloza, ki je netopna v vodi in hidroksipropilmetil celuloza, ki je 
topna v vodi in tvori strukturo gela. Pomembno je razmerje v katerem sta zmešani kultura 
bakterij in pomožne snovi, to homogeno snov pa je potem potrebno stisniti pod visokim 
tlakom. Optimalne pogoje za pripravo tablet in samo shranjevanje ugotavljamo s 
spremljanjem viabilnosti celic. V primeru tabletiranja, kjer niso dodane pomožne snovi, je 
potreben višji tlak stiskanja, saj v nasprotnem primeru sama tableta ne obdrži oblike. Tablete s 
100% bakterijskim deležem so preveč krhke in zato hitro razpadejo. Optimalen delež bakterij 
naj bi bil 10%, preostalih 90% pa predstavlja delež pomožnih snovi. To razmerje predstavlja 
optimum med živostjo bakterij in pa samo industrijsko produkcijo tablet. Na živost vpliva tudi 
tlak stiskanja mešanice kulture in pomožne snovi. Pri povečanju tlaka se živost bakterij hitro 
zmanjša. Pride namreč do poškodbe stene, postopoma pa tudi membrane.  
 
Do izgube živosti pa pride tudi v fazi shranjevanja. Med delci v tableti se namreč nahajajo 
prostori napolnjeni s plinom, zato je potrebno izbrati večji pritisk stiskanja, ki zmanjša te 
prostore in posledično je prisotnega tudi manj kisika (Poulin in sod., 2011). Anaerobne 
bakterije namreč ne morejo reducirati kisika, kar privede do nastanka in akumulacije 
reaktivnih kisikovih spojin, kot so superoksidni anioni, vodikov peroksid in hodroksilni 
radikali. Ti poškodujejo DNA, proteine, predvsem pa maščobne kisline v membrani (Ladero 
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4.2 FORMULACIJA V OBLIKI SINBIOTIKA 
 
Gre za idejo, da dodatek antioksidanta zaščiti striktno anaerobne bakterije, ki so potem 
zmožne preživeti na zraku. Z dodajanjem različnih snovi kulturi bakterij, dobimo po 
liofilizaciji različne oblike granul. Za primerno se je izkazala mešanica koruznega škroba, 
inulina, cisteina in riboflavina, saj je po izpostavitvi zraku za 24 ur živost bakterij ostala 
visoka in same granule so bile najbolj kompaktne. Bakterijske celice se pritrdijo na koruzni 
škrob, antioksidant riboflavin pa zaščiti površino celic pred kisikom. Inulin ulovi celice, ki so 
pritrjene na koruznem škrobu in služi kot mreža, ki hrani antioksidanta cistein in riboflavin, 
deluje tudi kot krioprotektant v procesu liofilizacije in igra vlogo prebiotika. Prebiotik je 
snov, ki hrani probiotike v črevesju in tako spodbudi njihovo razmnoževanje. Te snovi torej 
ne delujejo le kot zaščita pred kisikom, temveč tudi spodbujajo rast bakterij po rehidraciji, 
vstopu v človeški metabolizem. Anaerobne bakterije namreč uporabijo riboflavin in cistein za 
prenos elektronov na kisik. Skupna formulacija probiotika in prebiotika, kot je to navedeno v 
















Slika 7: Prikaz oblike granule (Tanweer Khan in sod., 2014: 4) 
 
 
5 VARNOST IN ZAKONODAJA 
 
Hrana s probiotiki nove generacije se uvršča med nova živila (angl. novel foods). To so živila, 
ki se niso uporabljala v prehrani pred 15. majem 1997. Pred trženjem, morajo biti taki izdelki 
odobreni in pridobiti morajo dovoljenje za promet. Zagotoviti je potrebno dokaze o varnosti 
takih bakterij. Evropska unija je pripravila spletni katalog novih živil, v katerem se nahajajo 
informacije o posameznih živilih in njihovem statusu (odobreno ali ne). V tem katalogu 
zaenkrat ni še nobenega živila z omenjenimi bakterijskimi vrstami. Sam postopek odobritve 
novega živila se začne z vlagateljevo vlogo, ki jo proizvajalci v Sloveniji pošljejo na Upravo 
RS za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin (UVHVVR). Nacionalni inštitut za javno 
zdravje (NIJZ) izdela oceno tveganja. V primeru pozitivne ocene, UVHVVR z oceno seznani 
Evropsko komisijo, kjer ima ključno vlogo EFSA (UVHVVR, 2018). 
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Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) je tista, ki v Evropski uniji vrednoti in ocenjuje 
vsa tveganja, povezana s hrano. Hrana s probiotiki nove generacije mora vsebovati podatke o 
sestavi, produkcijskem procesu, specifikacijah, načinu uporabe, absorpciji, metabolizmu, 
toksičnosti, alergenih snoveh, zgodovini uporabe, izvoru mikroorganizma in akcesijsko 
številko. Na podlagi teh parametrov so uvedli status QPS (Introduction ..., 2007). Bakterijske 
vrste s QPS statusom so načeloma varne in vključene na QPS listo z vsemi svojimi lastnostmi. 
Večina bakterijskih vrst na QPS listi je po Gramu-pozitivnih in nesporulirajočih. Tiste, ki še 
nimajo zgodovine varne uporabe, je potrebno preiskati, kar vključuje tudi sekvenciranje 
celotnega genoma, da se odkrijejo morebitni virulenčni dejavniki in odpornosti na antibiotike. 
Zaenkrat še nobena bakterijska vrsta, ki predstavlja potencial kot probiotik nove generacije, 
nima statusa QPS (Update ..., 2018).  
 
Vrsta Akkermansia muciniphila je bila odkrita leta 2004 in še nima statusa QPS. Še nikoli ni 
bila uporabljena v hrani, zato so potrebne obširne raziskave, ki bodo pokazale varnost. Z 
metagenomsko analizo je bilo ugotovljeno, da je v humanem črevesju vsaj še 8 vrst, sorodnih 
A. muciniphila. Zaenkrat jih še niso preskušali v kliničnih študijah na ljudeh, ampak samo na 
živalskih modelih. Še vedno obstajajo dvomi glede varnosti te vrste, saj predstavnice kažejo 
nekatere lastnosti, ki bi bile lahko povezane s patogenostjo. Z vezavo na mukus namreč 
povzročijo infekcijo in razgrajujejo mucin. Prav tako je bilo opaziti povišano število teh 
bakterij pri bolnikih s kolorektalnim rakom. Potrebnih je še kar nekaj raziskav in kliničnih 
študij, ki bi to vrsto potrdile za varno. Enako velja tudi za vrsto Faecalibacterium prausnitzii. 
S preučevanjem genoma so pri tej vrsti odkrili kar nekaj genov za rezistenco proti 
antibiotikom. To je eden izmed glavnih razlogov, zakaj še nima statusa QPS (Brodmann in 
sod., 2017). 
 
Kljub mnogim že naštetim pozitivnim lastnostim, je potrebnih še kar nekaj raziskav, da bodo 
bakterije, ki jih opisujemo, dobile status QPS. Zanimivo je predvsem to, da te bakterije kažejo 
nekatere pozitivne učinke tudi po toplotni obdelavi, česar pri tradicionalnih probiotikih ni 






Probiotiki nove generacije so vrste bakterij, ki izhajajo iz humanega črevesja in dokazano 
koristijo našemu zdravju, niso pa jih do danes še uporabljali v prehrani ljudi. V primerjavi s 
tradicionalnimi probiotiki so to bakterije, ki bi lahko imele večji vpliv na naš metabolizem, saj 
so prilagojene življenju v črevesju in so tam dobro zastopane. Vsak sev probiotikov nove 
generacije pa ima svojevrsten način delovanja, ki ga je potrebno dokazati tudi in vivo. Danes 
kandidate za probiotike nove generacije vidijo predvsem v predstavnikih vrst 
Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila in Eubacterium hallii. 
 
Faecalibacterium prausnitzii je po Gram-u pozitivna bakterijska vrsta in njeno pomanjkanje 
je indikacija za črevesne bolezni. Je glavna proizvajalka butirata, ki je stranski produkt 
metabolizma vlaknin. Butirat igra veliko vlogo pri imunskem odzivu. S svojim dvojnim 
delovanjem prekine sintezo vnetnih mediatorjev, ki so posledica vnetja in preko HDAC1 
povzroči apoptozo celice T. Tako izniči vir vnetja, ki je prevsem posledica disbioze črevesnih 
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bakterij. Poleg butirata pa producira tudi protein MAM, ki prav tako z zaviranjem NK-κB 
poti, zmanjšuje vnetni odziv pri kroničnih vnetjih. Naslednja pomembna vrsta je po Gram-u 
negativna Akkermansia muciniphila in njeno pomanjkanje je povezano z debelostjo in 
sladkorno boleznijo. Njene pozitivne učinke pripisujejo transmembranskemu proteinu 
Amuc_1100. Ta naj bi bil odgovoren za zmanjšanje črevesne permeabilnosti, ki igra 
pomembno zaščito pred črevesnimi bakterijami, ki lahko preidejo v krvni obtok in povzročijo 
endotaksemijo. Ta pa je še posebej pogosta pri debelih ljudeh. Z dodajanjem veziklov teh 
bakterij so lahko znižali težo debelim mišim. Tudi po Gram-u pozitivna bakterijska vrsta 
Eubacterium hallii producira butirat, vendar se njen metabolizem razlikuje od prej omenjene 
vrste Faecalibacterium prausnitzii. Poleg butirata pa je sposobna pretvarjati toksičen PhIP v 
manj toksičnega PhIP-M1. Ta nastaja pri toplotni obdelavi rdečega mesa. To pretvarjanje 
omogoča molekula akroleina, ki nastaja pri metabolizmu glicerola in sicer v reakciji reuterin. 
Reakcija se sicer imenuje po vrsti Lactobacillus reuteri, vendar pa je zaradi manjkajočega 
zadnjega koraka v reakciji, le vrsta Eubacterium hallii zmožna akumulirati akrolein in tako 
lahko pretvori več toksičnega PhIP. 
 
Naslednjo kategorijo nove generacije probiotikov pa predstavljajo sevi tradicionalnih 
probiotičnih vrst, izboljšanih z genskim inženiringom. Najbolj pogosta metoda je CRISPR-
Cas, ki je lahko uporabljena tudi v kombinaciji z ssDNA recombineeringom. Gre za metodo, 
kjer s transformacijo vstavimo »recombineering« oligonukleotide, ki naredijo želeno 
spremembo na tarčnem genu. Protein Cas9 se tako ni zmožen vezati na spremenjen tarčni gen 
in lahko izvedemo selekcijo med spremenjenimi in nespremenjenimi mikroorganizmi. Na ta 
način lahko uvedemo spremembe, ki bi pomembno vplivale na metabolizem probiotika, 
predvsem na njegovo stabilnost v različnih okoljih. 
 
Vsem izolatom omenjenih vrst, zanimivim za probiotično uporabo, pa je skupno, da so 
striktni anaerobi in je zato formulacija takih izdelkov dokaj težaven postopek, saj je za 
delovanje v črevesju potrebno, da ohranijo živost. To je namreč eden glavnih razlogov, zakaj 
omenjene bakterijske vrste še niso uveljavljene kot probiotiki. Drugi pomemben razlog pa je 
tudi ta, da nobena od naštetih vrst nima statusa QPS oziroma registrirane uporabe v kategoriji 
novih živil. Razlog za to je še premalo informacij o njihovem genomu, patogenosti in 
rezistenci proti antibiotikom. 
 
Verjamem, da bodo v prihodnosti tudi probiotiki nove generacije zasedli police v lekarnah in 
trgovinah. Strokovnjaki s tega področja se trudijo pri raziskavah, ki bi odkrile različne 
pozitivne učinke teh mikroorganizmov. Raziskave niso omejene le na vrste, ki so omenjene v 
zgornjem pregledu. Menim tudi, da bodo biotehnologi iznašli orodja, s katerimi bi še bolj 
enostavno lahko modelirali bakterijski genom. Probiotike bi lahko uporabili tudi za 
zdravljenje bolezni, ne le kot preventivo. Potrebno se je tudi zavedati, da na podlagi 
rezultatov raziskav, pridobljenih na živalskih modelih, ni mogoče zanesljivo sklepati o 
učinkih na ljudeh. Potrebne so namreč klinične študije na ljudeh, le tako se lahko zares 
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